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RESUMO 


Introdução: nas últimas décadas, dois fatos têm sido constantemente relatados na 
literatura, o aumento de mulheres em idade reprodutiva com o diagnóstico de câncer e 
o aumento de idade das primíparas. Esses fatos têm estimulado estudos sobre estraté- 
gias de preservação da fertilidade feminina. Objetivos: avaliar, por meio de esfregaço 
vaginal e estudo morfológico, a viabilidade funcional do tecido ovariano transplantado. 
Métodos: foram usadas 30 ratas Wistar albinus, com função hormonal preservada, dis- 
tribuídas aleatoriamente em seis grupos: Gl. Controle — laparotomia; G2. Ooforectomia 
bilateral; G3. Ooforectomia bilateral, com implantação de um ovário íntegro na região 
femoral; G4. Ooforectomia bilateral, com implantação de um ovário fatiado na região 
femoral; G5. Ooforectomia bilateral, com implantação de um ovário íntegro no grande 
epiplon; G6. Ooforectomia bilateral, com implantação de um ovário fatiado no grande 
epiplon. Com 35 e 120 dias de pós-operatório, foram feitos esfregaços vaginais e retira- 
da, para estudo morfológico, dos ovários transplantados. Com 150 dias, os grupos G3 a 
G6 foram submetidos a novo esfregaço vaginal. Resultados: todos os animais do grupo 
Gl apresentaram função hormonal. Todo o grupo G2 manteve-se em diestro. No grupo 
G3, quatro animais tinham padrão compatível com a fase estral no esfregaço de 35dias 
e um animal manifestou ovulação com 120 dias. No grupo G4, apenas um animal 
permaneceu em diestro pós-transplante. No G5 todos tinham ovário funcionante. No 
grupo G6, quatro apresentaram função hormonal com 35 dias e apenas três com 120 
dias. Todos os esfregaços de 150 dias foram classificados como diestro Conclusões: o 
transplante autólogo de ovários é tecnicamente viável e a utilização do esfregaço vagi- 
nal para avaliar a função hormonal desse ovário também é viável, em ratas. 


Palavras-chave: Transplante Autólogo; Ovário; Ratos; Ovariectomia; Esfregaço Vaginal. 


ABSTRACT 


Introduction: Two facts have been constantly reported in the literature over the last 
decades, namely: the increased number of reproductive-age women with cancer and the 
increased age of primiparas. Both facts have encouraged studies on strategies to preserve 
women's fertility. Objectives: To perform vaginal swab and morphological study to as- 
sess the functional viability of transplanted ovarian tissue. Methods: 30 female Wistar 
ablbinus mice with preserved hormonal function were randomly distributed in six groups: 
Gl. Control — laparotomy; G2. Bilateral oophorectomy. G3. Bilateral oophorectomy with 
intact ovarian implant in the femoral region; 64. Bilateral oophorectomy, with sliced 
ovarian implant in the femoral region; G5. Bilateral oophorectomy with intact ovarian 
implant in the great epiploon; G6. Bilateral oophorectomy with sliced ovarian implantat 
in the great epiploon. Vaginal swab and removal for morphological study of the trans- 
planted ovaries were carried out on the 35th and 120th days after surgery. Groups G3 and 
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G6 were submitted to new vaginal swab on the 150th 
day. Results: All G1 mice had hormonal function. AlLG2 
mice remained in diestrus. The patterns of four G3 mice 
were consistent with estrus on the 35th day, and one 
mouse ovulated on the 120th day. Only one G4 mouse 
remained in diestrus after transplantation. Al G5 had 
functioning ovary. Four G6 mice manifested hormonal 
function on the 35th day and only three on the 120th 
day. All the 150th-day swabs were classified as diestrus. 
Conclusions: Autologous ovarian transplant is techni- 
cally feasible in female mice as much as vaginal swab 
for hormonal function assessment. 


Key words: Autologous Transplant; Ovary; Mice; Ovari- 
ectomy; Vaginal Swab. 


INTRODUÇÃO 


Define-se menopausa como a interrupção perma- 
nente da menstruação acompanhada de falência ovaria- 
na. Ela ocorre fisiologicamente em mulheres com idade 
média de 51 anos, nas quais há declínio dos níveis de 
estrogênio, progesterona e androgênios.! A menopausa 
também decorre da retirada dos ovários — procedimen- 
to frequente no tratamento do câncer dessas gônadas 
— e da inibição da função ovariana por tratamento on- 
cológico coadjuvante, associado ou não à radioterapia. 

A diminuição ou falta de hormônios sexuais femini- 
nos atuando em diferentes partes do organismo produz 
sinais e sintomas próprios, conhecidos no seu conjunto 
por síndrome climatérica.”º A ausência de progesterona 
está associada à redução de sintomas pré-menstruais. 
Níveis reduzidos desse hormônio afetam órgãos que res- 
pondem aos hormônios gonadais, como o endométrio 
e a mama. O estrógeno é essencial a certos processos 
metabólicos, inclusive não relacionados à fertilidade, e 
níveis suficientemente baixos são capazes de repercutir 
no estado geral, além de causar diversos sintomas." O 
declínio dos níveis estrogênicos são acompanhados por 
altos níveis de FSH, que comprovam a resistência ova- 
riana e a falência dos mecanismos ovulatórios, ou pelo 
fim da capacidade reprodutiva.>” 

O aumento de mulheres em idade reprodutiva 
com o diagnóstico de câncer e o aumento de idade 
das primíparas são frequentemente relatados na lite- 
ratura.”lº Sua coexistência estimula o estudo sobre 
estratégias de preservação da fertilidade feminina. 

À preservação de embriões e ovócitos, a preser- 
vação total ou parcial dos ovários, a transposição 
ovariana e o transplante — autólogo ou heterólogo — 
de ovário são estratégias estudadas que apresentam, 
ainda, resultados contraditórios quanto à recupera- 
ção da função ovariana.!01l 
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Novos estudos ainda são necessários para melhor 
compreensão do processo de preservação, transpo- 
sição e transplante do ovário. O presente trabalho 
pretende determinar a efetividade da técnica de auto- 
transplante de tecido ovariano para região femoral e 
peritoneal de ratas, pelo estudo indireto da produção 
hormonal, feita pela avaliação da citologia de esfre- 
gaços vaginais e do estudo direto da viabilidade teci- 
dual, realizado por meio da análise histológica. 


MÉTODOS 


O presente estudo seguiu as normas de pesqui- 
sa animal e os princípios éticos na experimentação 
definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 
Animal (COBEA) e as resoluções sobre pesquisa ani- 
mal definidas pela Convenção de Helsinki (1965) e 
suas revisões de Tóquio (1975), Veneza (1983), Áfri- 
ca do Sul (1996) e Escócia (2000). Seguiu, ainda, as 
Resoluções 196/96 e 251/97 do Conselho Nacional de 
Saúde do Ministério da Saúde. 

A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em 
Pesquisa (CEP) da UNIPAC (protocolo nº 080/06) e 
realizada entre março de 2009 e fevereiro de 2010. 

Foram estudadas 30 ratas da raça Wistar albinus, 
com peso variando entre 150 e 300 g, expostas a ci- 
clos de claro e escuro e à temperatura ambiente e ali- 
mentadas com dieta normal de ração industrializada 
e água filtrada, sem restrição. 

Inicialmente, todos os animais foram submetidos 
ao primeiro esfregaço vaginal para determinação do 
padrão hormonal da amostra. Os esfregaços vaginais, 
com base no desenvolvimento da citologia esfoliati- 
va, foram colhidos em swab, o qual foi introduzido 
até o fundo vaginal, fazendo-se rotação de 360 graus 
para obter-se a descamação das células epiteliais. 

O material coletado foi estendido em lâminas de 
vidro, fixadas em álcool 95% e coloradas pela técnica 
de Papanicolau. Segundo Montes e Luque, identifi- 
cou-se a fase estral segundo o tipo e o aspecto das cé- 
lulas presentes nos esfregaços (proestro, metaestro, 
estro e diestro) e a quantidade de células epiteliais 
descamadas, de leucócitos e da presença de muco. 
éi218 Caracterizou-se como diestro os esfregaços va- 
ginais com predominância de leucócitos e com algu- 
mas células epiteliais em permeio — fase pré-ovulató- 
ria ou em menopausa. Considerou-se como proestro 
os esfregaços vaginais com predomínio de células 
polimorfonucleadas, dispersas ou acumuladas — fase 
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ovulatória. A fase estro — pós-ovulatória — foi caracte- 
rizada pela predominância de células epiteliais, esca- 
mosas e corneificadas. 

Somente as ratas que apresentavam função hor- 
monal preservada — proestro, metaestro e estro — fo- 
ram incluídas no estudo. 

Os animais foram distribuídos em seis grupos, 
sendo o grupo 1 (n=5) o controle no qual as ratas fo- 
ram submetidas à laparotomia e à identificação dos 
ovários; o grupo 2 (n=5), ratas submetidas à laparo- 
tomia e ooforectomia bilateral; grupo 3 (n=5) ratas 
submetidas à laparotomia e ooforectomia bilateral 
e implantação de um ovário íntegro na região femo- 
ral; grupo 4 (n=5) ratas submetidas à laparotomia e à 
ooforectomia bilateral e à implantação de fragmen- 
to de ovário na região femoral; grupo 5 (n=5) ratas 
submetidas à laparotomia e à ooforectomia bilateral 
e à implantação de ovário íntegro no grande epiplon; 
grupo 6 (n=5) ratas submetidas a laparotomia, à o0- 
forectomia bilateral e à implantação de fragmento de 
ovário no grande epiplon. 

Todos os animais foram submetidos à aneste- 
sia com ketamina (10 mg/kg) antes da laparoto- 
mia xifoumbilical. 

A ooforectomia foi realizada por pinçamento, sec- 
ção e ligadura das tubas uterinas no nível cornual, 
com hemostasia do meso-ovário e retirada dos ová- 
rios bilateralmente. A peça retirada e não reimplanta- 
da foi enviada para estudo histopatológico. No grupo- 
-controle, todas as estruturas foram expostas para 
identificação e confirmação de sua integridade in situ. 

A laparorrafia, em todos os animais, foi feita por 
planos, com fio nylon 4.0. Os materiais retirados por 
biópsia foram analisados macroscopica e microsco- 
picamente no laboratório patológico da Faculdade 
de Medicina de Barbacena. 

Após 35 e 120 dias de laparotomia, os animais dos 
grupos 1 a 6 foram submetidos a esfregaço vaginal 
para: confirmação da menopausa nas ratas do gru- 
po 2, da permanência de função hormonal ovariana 
das ratas do grupo 1 e avaliação do função hormonal 
ovariana das ratas dos grupos transplantados (63-6). 
Com 120 dias, ainda, os animais dos grupos 3, 4,5 e 
6 realizaram uma segunda laparotomia para retirada 
dos ovários implantados, fixando-os em formol a 10% 
e enviando-os para estudo histopatológico, seguindo 
os mesmos critérios descritos. 

Com 150 dias foi realizado um último esfregaço 
para confirmar a menopausa e, em seguida, a euta- 
násia foi feita com dose letal de ketamina (80 mg/kg). 


Os grupos foram comparados em relação à au- 
sência e presença de função hormonal a partir de ta- 
belas de contingência. Como existiam casos em que 
pelo menos uma frequência esperada era inferior a 
cinco, foi utilizado o teste exato de Fisher para a com- 
paração de proporções. ! O nível de significância es- 
tatística adotado na análise foi de 5%. 

O poder do teste, definido como a capacidade 
de um teste identificar diferenças que realmente 
existem, foi calculado para os casos em que não 
se observou significância estatística. Geralmente 
espera-se obter poder superior a 0,8, o que indica 
que há probabilidade de 80% de detectar diferen- 
ça entre os grupos comparados. Se o poder é in- 
ferior a 80%, há indicações de que a amostra em 
estudo é pequena.! 


RESULTADOS 


Apenas um animal, pertencente ao grupo G6, foi a 
óbito antes dos 35 dias de pós-operatório; assim, ou- 
tra rata foi operada para substituir a mesma. Todos os 
outros sobreviveram aos 120 dias de pós-operatório, 
sem complicações. 

No grupo Gl, as ratas mantiveram a função hor- 
monal ovariana preservada, tanto com 35 dias quan- 
to com 120 dias de pós-operatório. 

No grupo G2, nos dois períodos de análise, todas 
as ratas permaneceram na fase pré-ovulatória — dies- 
tro, considerando-as como não produtoras de hormô- 
nio ovariano. 

No grupo 63, quatro ratas apresentaram caracte- 
rísticas compatíveis com a fase estral no esfregaço de 
35 dias e a quinta rata exibiu característica compatí- 
vel com a fase estral, no esfregaço de 120 dias. 

No grupo G4 apenas uma rata foi considerada 
portadora de ovário transplantado não funcionante. 
Em todas as outras a função era hormonal. 

No grupo G5 todas as ratas foram consideradas 
produtoras de hormônio ovariano. 

No grupo G6, quatro ratas tinham função hormo- 
nal ovariana preservada aos 35 dias de pós-operató- 
rio e apenas três com 120 dias de pós-operatório. 

Com 150 dias, observou-se ausência de função 
hormonal ovariana em todos os grupos, uma vez que 
o tecido ovariano havia sido retirado. 

A Tabela 1 representa os resultados dos esfrega- 
ços vaginais aos 35 dias, 120 dias e 150 dias em rela- 
ção à função hormonal. 
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P: Função hormonal preservada; A: Função hormonal Ausente. 


As Tabelas 2 e 3 apresentam as comparações en- 
tre a função hormonal preservada e função hormonal 
ausente no período de 35 e 120 dias, respectivamente. 
Comparando o grupo 1, controle, e os demais trans- 
plantados — G3 a G6 -, não se verificou significância 
estatística, o que significa que a função hormonal do 
grupo-controle e a dos grupos transplantados são equi- 
valentes. Ou seja, o transplante de ovário é eficaz em 
manter a função hormonal ovariana. Em relação ao gru- 
po 2, ooforectomizado, e os demais, houve significân- 
cia estatística (valor-p < 0,05) em todas as comparações 
realizadas, ou seja, quando o transplante de ovário foi 
realizado, o mesmo preservou a função hormonal. 


Tabela 2 - Comparação entre a função hormonal 
preservada e ausente no período de 35 dias dos 
grupos 1 e 2 em relação aos demais 


























0 
1,000! — 
63 5 100,0 0 0,0 
61 5 100,0 0 0,0 
1,000" 0,019 
G4 4 80,0 1 20,0 
5 100,0 0 0,0 
1,000" — 
G5 5 100,0 0 0,0 
5 100,0 0 0,0 
1,000! 0,019 
G6 4 80,0 1 20,0 
62 0 0,0 5 100,0 
0,008! 
63 5 100,0 0 0,0 
62 0 0,0 5 100,0 
0,048" 
G4 4 80,0 1 20,0 
62 0 0,0 5 100,0 
0,008! 
G5 5 100,0 0 0,0 
62 0 0,0 5 100,0 
0,048! 
Go 4 80,0 1 20,0 


Teste Exato de Fisher; —: não calculado, proporções iguais; 
..: resultado com significância estatística. 
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Tabela 1 - Avaliação dos esfregaços vaginais em relação a função hormonal: 35,120 e 150 dias 
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Tabela 3 - Comparação entre a função hormonal 
preservada e ausente no período de 120 dias dos 
grupos 1 e 2 em relação aos demais 























100, 

1,000" 0,019 
63 4 80,0 1 20,0 
61 5 00,0 0 0,0 

1,000" 0,019 
G4 4 80,0 1 20,0 
61 5 00,0 0 0,0 

1,000! - 
Go 5 100,0 0 0,0 
61 5 100,0 0 0,0 

0,444! 0,085 
G6 3 60,0 Z 40,0 
G2 0 0,0 5 00,0 

0,048! 
63 4 80,0 1 20,0 
G2 0 0,0 5 00,0 

0,048 
G4 4 80,0 1 20,0 
G2 0 0,0 5 00,0 

0,008" = 
Gs 5 100,0 0 0,0 
G2 0 0,0 5 00,0 

0,167" 0,222 
G6 3 60,0 22 40,0 


! Teste Exato de Fisher; —: não calculado, proporções iguais; 
..: resultado com significância estatística. 


À Tabela 4 apresenta as comparações entre presen- 
ça e ausência de função ovariana no período de 120 
dias entre grupos, dois a dois, que se distinguem pelo 
local de implantação e técnica utilizada. Não se apurou 
significância estatística em qualquer das comparações, 
demonstrando que o local do implante — região femoral 
ou grande epiplon — e o tipo de técnica utilizada — se 
ovário integro ou fatiado — não influenciaram na viabi- 
lidade dos ovários (valor-p >0,05). Entretanto, é impor- 
tante ressaltar que a igualdade de resultados entre os 
grupos 3 a 6 pode ser um achado casual decorrente de 
amostragem pequena, pois nesses casos em que não se 
observou significância foi verificado poder inferior a 0,8. 
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Tabela 4 - Comparação entre presença e ausência 
de função ovariana no período de 120 dias entre os 
grupos dois a dois 








80,0 20,0 
1,000" - 
64 4º 800 1 20,0 
G3 4 800 20,0 
1,000! 0,019 
G5 5 1000 0 0,0 
63 4 800 20,0 
1,000' 0,022 
G6 | Go 2 40,0 
G4 4 800 20,0 
1,000' 0,019 
G5 5 1000 0 0,0 
64 4 800 20,0 
1,000" 0,022 
G6 3º 600 2 40,0 
G5 5 1000 0 0,0 
0,4441 0,085 


G6 3 60,0 2 40,0 


Teste Exato de Fisher; —: não calculado, proporções iguais. 


Por fim, a Tabela 5 mostra as comparações entre a 
função hormonal preservada e função hormonal au- 
sente no período de 150 dias entre o grupo 2 — oofo- 
rectomizado — em relação aos demais. Não se consta- 
tou significância estatística nas comparações, o que 
demonstra que, se retirado o ovário transplantado, 
a função hormonal não se perpetua. Esse resultado 
também reforça que o transplante ovariano era ca- 
paz de manter a função hormonal ovariana. 

Tabela 5 - Comparação entre a função hormonal 


preservada e ausente no período de 150 dias do 
grupo 2 em relação aos demais 











0,0 5 100,0 
1,000! - 

63 0 0,0 5 100,0 

G2 0 0,0 5 100,0 
1,000! E 

G4 0 0,0 5 100,0 

G2 0 0,0 5 100,0 
1,000" — 

Go 0 0,0 5 100,0 

G2 0 0,0 5 100,0 
1,000! E 

G6 0 0,0 5 100,0 


"Teste Exato de Fisher; —: não calculado, proporções iguais. 


O estudo anatomopatológico realizado nos ová- 
rios do grupo-controle revelou folículos em diferen- 
tes estágios de desenvolvimento e maturação, isto 
é, folículos primordiais, antrais e corpo lúteo. Já nos 
ovários transplantados, revelaram-se infiltrado infla- 


matório, neoformação vascular, fibrose discreta, cor- 
pos lúteos e cistos foliculares, semelhantes aos dos 
ovários do grupo-controle. 

Durante a relaparotomia observou-se que a ca- 
vidade abdominal manteve-se com aspecto normal 
e os ovários implantados apresentaram-se aderidos, 
porém sem sinais flogísticos. 


DISCUSSÃO 


A possibilidade da utilização do transplante para 
preservação da função endócrina dos ovários foi levan- 
tada no século passado.!? Em estudos analisados sobre 
autotransplante ovariano, o rato foi o animal mais uti- 
lizado para comparação de resultados morfológicos e, 
por essa razão, foi escolhido para a realização do pre- 
sente trabalho. Além de ser um animal de obtenção ba- 
rata e manuseio fácil, possui ciclo ovariano curto, que 
se completa em torno de quatro ou cinco dias — ideal 
para estudar-se a recuperação da função ovariana após 
período bem curto de avaliação pós-operatória.!16 

As ratas foram aleatorizadas para os seis grupos 
e emparelhadas quanto à idade e à habilidade do ci- 
rurgião, variáveis que precisam ser controladas nesse 
tipo de experimento. 

Camilieri et al, em 1976, encontraram evidências 
histológicas de funcionamento de um implante ova- 
riano no folheto posterior do ligamento largo de um 
porco-da-índia (Guinea pig) após 30 semanas de pós- 
“transplantes sem reanastomose vascular, verificando- 
-se folículos em várias fases de desenvolvimento e de 
maturação. Callejo et al.!”, em 1999, realizaram auto- 
transplante intraperitoneal e subcutâneo em ratas sem 
reanastomose vascular, demonstrando, a partir de do- 
sagens de FSH, estradiol e de citologia vaginal funcio- 
nal, atividade ovariana presente pelo período de seis 
meses.” Baseando-se nesses estudos, optou-se por 
realizar transplante ovariano sem reanastomose vas- 
cular. Os locais escolhidos para o implante dos ovários 
foram as regiões peritoneal e femoral, por serem de 
fácil acesso, evitando a utilização de técnicas compli- 
cadas e de material específico para microcirurgia. 

A citologia vaginal funcional seriada mostra, indi- 
retamente, a função ovariana a partir dos efeitos dos 
esteroides ovarianos em um órgão-alvo, no caso, o epi- 
télio vaginal. Goldman et al.!8 e Butcher et al.” mostra- 
ram correlação boa entre a citologia vaginal e os níveis 
hormonais de esteroides ovarianos, gonadotrofinas e 
prolactina durante o ciclo estral da rata. 81º Somada 
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a essa prova indireta da função endócrina do ovário, 
encontrou-se no presente estudo evidência histológica 
de ovulação e de desenvolvimento folicular normal. A 
presença de folículos nos seus estágios avançados de 
desenvolvimento, incluindo folículos antrais grandes, e 
o encontro de corpos lúteos nos implantes, após inter- 
valo mínimo de 30 dias, descartam a possibilidade de 
que esses elementos estivessem presentes desde o mo- 
mento da primeira cirurgia. O crescimento folicular, na 
rata, dura entre oito e 14 dias e a permanência máxima 
do corpo lúteo é de 19 dias. 

No presente estudo, aguardaram-se 35 dias de pós- 
-operatório paraa coleta da citologia vaginal, para que 
houvesse tempo de ocorrer a revascularização do im- 
plante e a retomada da função ovariana, que demora 
em torno de sete dias, segundo estudo de Dissen et al.ºº 

O transplante de ovário — íntegro e fragmentado 
— permitiu comparar a eficácia de ambas as técnicas. 
No presente estudo não foi referida diferença signi- 
ficativa entre as duas técnicas. Em alguns trabalhos 
analisados, verificou-se reduzida chance de isque- 
mia do órgão quando utilizados volumes menores de 
tecido — ovário fragmentado. 

Apesar do sucesso obtido no presente estudo, 
o tempo de seguimento foi de apenas 120 dias (em 
média, 60 ciclos estrais), não sendo possível definir 
a duração da função do implante ovariano após esse 
período. Nos estudos avaliados não foi demonstrado 
tempo padrão adequado para seguimento, logo, o 
tempo foi determinado visando respeitar as fases de 
desenvolvimento e maturação folicular. 


CONCLUSÃO 


Os ovários implantados apresentam citologia 
vaginal e características morfológicas de ovários 
viáveis, indicando que a implantação autóloga e he- 
teróloga de ovários mostrou ser uma técnica viável 
que preserva a funcionabilidade do tecido ovariano 
transplantado. 
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